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OCENA DYNAMIKI I WYDAJNOSCI PROCESU PRODUKCJI
KWASU OCTOWEGO Z GLUKOZY Z UZYCIEM DROZDZY
BRETTANOMYCES BRUXELLENSIS

Streszczenie. Celem prezentowanej pracy byta ocena wzrostu oraz metabolizmu trzech szczepow
drozdzy Brettanomyces bruxellensis podczas hodowli prowadzonych w bioreaktorze z zastoso-
waniem mieszania (250 rpm) i napowietrzania (0,7 vvm), w temperaturze 30°C, bez regulacji pH
oraz z regulacja na poziomie 4,0+0,2. Najsilniejsze stgzenia kwasu octowego, si¢gajace 10,9-11,6
g/dm’, odnotowano w wyniku hodowli z regulacja pH. Brak regulacji powodowat zmniejszenie
wartosci pH do 2,5-3,0, co istotnie zahamowato rozwdj drozdzy, zmniejszajac ich zywotnosé
0 75%. Stezenie wytworzonego kwasu octowego bylo w przypadku tych hodowli rowniez istotnie
zmniejszone i miescilo si¢c w zakresie 6,63-7,55 g/dm’.

Stowa kluczowe: Brettanomyces bruxellensis, kwas octowy, bioreaktor

Wstep

Drozdze rodzaju Brettanomyces naleza do mikroflory winogron i zostaly poznane
jako jedno ze szczegdlnych zagrozen mikrobiologicznych win gronowych. Poprzez
produkcje niekorzystnych zwigzkéw zapachowych, odpowiedzialnych za aromaty m.in.:
wedzonki, stajni, potu, plastrow opatrunkowych czy myszy, bezposrednio przyczyniaja
si¢ do chorob i wad zakazonych win. Nalezy jednak zaznaczy¢, iz drozdze Brettanomy-
ces sg zdolne takze do syntezy calej gamy estrow przyczyniajacych si¢ z kolei do po-
wstawania przyjemnych aromatow, takich jak: kwiatowy, owocowy, swiezego chleba,
piwa czy szynki. Brettanomyces $wietnie rozwijaja si¢ w srodowisku o malej wartosci
pH w obecnosci choéby niewielkich ilosci cukru oraz duzej ilosci polifenoli. Prawdo-
podobnie dlatego czesciej spotyka sie je w winach czerwonych niz biatych. Sa to orga-
nizmy naturalnie bytujace na winoro$lach, ale ze wzglgdu na produkcje obeych, nieko-
rzystnych zapachow sa niepozadane w procesie winifikacji, dlatego tez nie zalicza si¢
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ich do drozdzy szlachetnych i przyjeto nazywac je drozdzami non-Saccharomycetaceae
(LOUREIRO i MALFEITO-FERREIRA 2003, RENOUF i LONVAUD-FUNEL 2007, SUAREZ
1IN. 2007).

Analiza metabolizmu drozdzy Brettanomyces wskazuje réwniez na ich zdolno$¢
biosyntezy zwigkszonych iloéci kwasu octowego. Mate wymagania zywieniowe tych
drozdzy, zdolno$¢ wykorzystywania rdéznych zrodet wegla oraz bezposredniej biokon-
wersji glukozy do kwasu octowego z pomini¢ciem fermentacji alkoholowej to cechy,
dzigki ktorym Brettanomyces maja szanse sta¢ si¢ mikroorganizmami alternatywnymi
dla bakterii Acetobacter w procesie produkcji kwasu octowego. Zrdznicowana wydaj-
no$¢ procesu biosyntezy kwasu octowego jest $cisle uzalezniona od specyfiki szczepu
drozdzy, warunkéw hodowli oraz rodzaju zastosowanego zrddla wegla (AGUILAR
USCANGA 1 IN. 2003, AGUILAR USCANGA 1 ESCUDERO ABARCA 2007, CASTRO-MARTI-
NEZ 1 IN. 2005, CIANI 1 IN. 2003, FREER 2002, FREER 1 IN. 2003, GUADALUPE AGUILAR
USCANGA i IN. 2000).

Celem prezentowanej pracy byta ocena wzrostu oraz metabolizmu trzech szczepoéw
drozdzy B. bruxellensis podczas hodowli prowadzonych w warunkach intensywnego
napowietrzania $rodowiska z regulacja oraz bez regulacji pH.

Materialy i metody

Mikroorganizmy i podloza hodowlane

Do badan wykorzystano trzy szczepy drozdzy B. bruxellensis: CE 116, CE 120 oraz
CE 254 (Cornell Enology Strain Collection, NYSAES, NY, USA). Drozdze przecho-
wywano i namnazano na podtozu YM (Difco) o skladzie (g/dm’): glukoza (10), pepton
malosolny (5), ekstrakt drozdzowy (3), ekstrakt stodowy (3). Proces biosyntezy kwasu
octowego prowadzono z wykorzystaniem podioza o sktadzie (g/dm’): glukoza (50),
KH,PO, (5), (NH4),HPO, (2), ekstrakt drozdzowy (1), MgSO4 7H,O (0,4), pH 4,0
(AGUILAR USCANGA i IN. 2003).

Warunki hodowli

Hodowle prowadzono w bioreaktorze typu STR (ang. stirred tank reactor) z zasto-
sowaniem intensywnego mieszania (250 obr/min) i napowietrzania podtoza (0,7 vvm),
w temperaturze 30°C, z regulacja pH na poziomie 4,0+0,02 oraz bez regulacji. Inoku-
lum stanowita 48-godzinna hodowla szczepu Brettanomyces bruxellensis w ilosci 5%

(V/v).

Metody analityczne

Liczbe oraz zywotnos¢ komorek drozdzy oceniano mikroskopowo za pomoca ko-
mory Thoma oraz z zastosowaniem barwienia blgkitem metylenowym. pH mierzono,
korzystajac z elektrody kombinowanej (INGLOD). Dzigki systemowi sterujagcemu bio-
reaktora w hodowlach z regulacja pH parametr ten byt utrzymywany na statym pozio-
mie 4,00 z doktadnoscia £0,02 droga automatycznego dozowania 1 M NaOH.
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Zmiany stezenia glukozy oraz kwasu octowego oceniano, stosujac wysokosprawna
chromatografie cieczowa. Ptyny pohodowlane filtrowano przez mikrofiltr 0,45 pm i tak
przygotowane proby nastrzykiwano w objetosci 20 pl na kolumne Aminex HPX-87H
(BIO-RAD) potaczona z detektorem RI. Faze ruchomg stanowit roztwor 5 mM H,SO,.
Czas analizy wynosit 30 min, a temperatura — 30°C.

Wyniki

Analiza dynamiki wykorzystania glukozy podczas hodowli w warunkach intensyw-
nego mieszania i napowietrzania podtoza wykazata najwigksza aktywno$¢ metaboliczng
drozdzy B. bruxellensis pomigedzy 24. a 72. godzing procesu. Po trzech dniach hodowli
ilos¢ glukozy zmniejszyta si¢ mniej wigcej o 80% i wynosita — w zalezno$ci od zasto-
sowanego szczepu oraz wariantu hodowli — okoto 5-12 g/dm® (rys. 1). W tym okresie
obserwowano rowniez najwicksza zywotnos¢ mikroorganizméw. W 72. godzinie proce-
su zywe komorki stanowity 77-89% populacji (rys. 2). Nastgpnie aktywnos$¢ i zywot-
no$¢ drozdzy istotnie zmniejszyly si¢. Bylo to najprawdopodobniej zwigzane ze zwick-
szeniem kwasowos$ci §rodowiska na skutek zwickszania stezenia syntetyzowanego
kwasu octowego. W hodowlach, w ktorych nie zastosowano regulacji pH, warto$¢ tego
parametru zmniejszyla si¢ istotnie juz po 48 h hodowli, wynoszac — w zaleznos$ci od
badanego szczepu — od 2,45 do 2,94 (rys. 3) i na tym poziomie pH utrzymywato si¢ do
konca procesu bez statystycznie istotnych zmian.

Podczas hodowli trzech szczepow B. bruxellensis przeprowadzono analize dynamiki
biosyntezy kwasu octowego z glukozy. Najwigksza dynamike procesu biokonwersji
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Rys. 1. Zmiany stezenia glukozy podczas tlenowych hodowli drozdzy
Brettanomyces bruxellensis
Fig. 1. Changes of glucose concentration during aerobic fermentations of
Brettanomyces bruxellensis
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Rys. 2. Zmiany zywotnos$ci drozdzy Brettanomyces bruxellensis podczas
procesu biosyntezy kwasu octowego

Fig. 2. Changes of Brettanomyces bruxellensis yeast viability during ace-
tic acid biosynthesis process
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Rys. 3. Zmiany pH $rodowiska hodowlanego podczas procesu biosyntezy
kwasu octowego przez drozdze Brettanomyces bruxellensis

Fig. 3. Changes of pH during acetic acid biosynthesis process by Bret-
tanomyces bruxellensis yeast
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glukozy do kwasu octowego obserwowano pomiedzy 24. a 72. godzing hodowli bez
wzgledu na rodzaj testowanego szczepu oraz wariant regulacji pH (rys. 4). Tempo wy-
korzystania glukozy z podtoza byto skorelowane z dynamikg wytwarzania kwasu octo-
wego przez zastosowane drozdze. Najwigksze stezenia kwasu octowego odnotowano
podczas hodowli z regulacja pH. W wyniku 96-godzinnych hodowli, podczas ktérych
pH byto utrzymywane na poziomie 4,0+0,02, uzyskano st¢zenie kwasu octowego
w zakresie od 10,9 do 11,6 g/dm’ (rys. 4). Stwierdzono, Ze regulacja pH podczas ho-
dowli istotnie (p < 0,05) wptywata na wydajnos¢ procesu biokonwersji glukozy do
kwasu octowego. Brak regulacji przyczynit si¢ do zmniejszenia wartosci pH srodowiska
hodowlanego, co istotnie zahamowato rozwdj drozdzy, ostabiajac ich zywotno$¢ nawet
o 75% (rys. 2, 3). Stgzenie wytworzonego kwasu octowego byto w przypadku tych
hodowli rowniez istotnie zmniejszone i po 96 h hodowli miescito si¢ w zakresie 6,63-
-7,55 g/dm’.
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Rys. 4. Zmiany stezenia kwasu octowego podczas tlenowych hodowli
drozdzy Brettanomyces bruxellensis

Fig. 4. Changes of acetic acid concentration during aerobic fermentations
of Brettanomyces bruxellensis

Najwicksza wydajno$¢ procesu biosyntezy kwasu octowego odnotowywano po-
czawszy od 72 godziny hodowli prowadzonych sposobem z regulacjg pH z zastosowa-
niem wszystkich trzech testowanych szczepow. Produktywno$¢ hodowli wynosita dla
tych wariantow doswiadczenia od 0,26 do 0,29 g kwasu octowego z 1 g wykorzystanej
glukozy (tab. 1). Prowadzenie hodowli bez regulacji pH spowodowalo zmniejszenie
$rednio o polowe wydajnosci procesu, a ilos¢ kwasu octowego syntetyzowanego z 1 g
glukozy wynosita od 0,14 do 0,18 g.
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Tabela 1. Wydajno$¢ procesu biokonwersji glukozy do kwasu octowego podczas tlenowych
fermentacji drozdzy Brettanomyces bruxellensis (g kwasu octowego z 1 g glukozy)

Table 1. Yield of bioconversion of glucose to acetic acid during aerobic fermentation of Bretta-
nomyces bruxellensis yeast (g of acetic acid from 1 g of glucose)

B. bruxellensis CE116 B. bruxellensis CE120 B. bruxellensis CE254
C(f:;s bez regulacji z regulacja bez regulacji z regulacja bez regulacji z regulacja
pH pH pH pH pH pH

24 0 0,03+0,01 0 0,08+0,01 0 0

48 0,13+0,01 0,14+0,01 0,21+0,01 0,21+0,03 0,08+0,01 0,19+0,01
72 0,16+0,01 0,26+0,03 0,14+0,01 0,26+0,02 0,14+0,01 0,29+0,02
96 0,18+0,01 0,27+0,02 0,14+0,01 0,28+0,03 0,16+0,01 0,28+0,02

Dyskusja

Tradycyjna produkcja kwasu octowego opiera si¢ na technologii wymagajacej za-
stosowania dwoch kluczowych etapow: produkeji spirytusu w drodze beztlenowej fer-
mentacji alkoholowej z wykorzystaniem drozdzy gorzelniczych, a nastepnie syntezy
kwasu octowego w wyniku utlenienia etanolu z uzyciem bakterii z rodzaju Acetobacter.
Proces wymaga relatywnie wysokich naktadow energetycznych ze wzgledu na koniecz-
nos¢ intensywnego napowietrzania podtoza, a mikroorganizmy charakteryzujg si¢ du-
zymi wymaganiami odzywczymi. Alternatywa dla tradycyjnej technologii produkcji
octu moze by¢ metoda bezposredniej biokonwersji glukozy do kwasu octowego. Zdol-
nos$ci przeprowadzania takich reakcji zauwazono u termofilnych bakterii Clostridium
thermoaceticum wyizolowanych z konskich odchodéw juz w potowie XX wieku (Po-
STON 1 IN. 1966). Sugerowano, ze mikroorganizmy te na drodze szlaku metabolicznego
Embdena-Meyerhofa fermentuja 1 mol glukozy do 3 mol kwasu octowego. Zatem teo-
retycznie z 1 g glukozy mozna otrzymaé 1 g kwasu octowego. Wydaje si¢ wigc, ze
wydajnos¢ procesu jest duzo korzystniejsza w pordwnaniu z tradycyjng reakcja konwer-
sji najpierw glukozy do etanolu, a nastepnie etanolu do kwasu octowego. W wyniku
fermentacji glukozy do etanolu strata jednego atomu wegla wydzielanego w formie CO,
powoduje, ze ostatecznie maksymalna teoretyczna wydajnos¢ calego procesu wynosi
2 mol kwasu octowego z 1 mol glukozy, czyli 0,67 g kwasu octowego z 1 g glukozy
(DANNER 1 BRAUN 1999). Relatywnie mata wydajno$é procesu, wrazliwo$¢ na zwigk-
szone stezenie kwasu octowego oraz duze wymagania odzywcze bakterii CI. thermo-
aceticum zdecydowaly jednak, Zze proces okazal si¢ nieoptacalny na wigksza skalg.
Podobne wilasciwosci bezposredniej biokonwersji glukozy do kwasu octowego zaob-
serwowano podczas tlenowej fermentacji drozdzy rodzaju Brettanomyces (AGUILAR
USCANGA 1 IN. 2003, AGUILAR USCANGA 1 ESCUDERO ABARCA 2007, CASTRO-
MARTINEZ i IN. 2005, CIANI i IN. 2003, FREER 2002, FREER i IN. 2003). Poza tym moz-
liwo$ci wykorzystania ro6znorodnych zrodet wegla, takich jak glukoza, fruktoza, melasa,
sok z burakow cukrowych i trzciny cukrowej czy etanol, przy jednocze$nie matych
wymaganiach odzywczych tych drozdzy znacznie obnizaja koszty produkcji kwasu
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octowego w poréwnaniu z dwuetapowa technologia z wykorzystaniem bakterii Aceto-
bacter. Brettanomyces wykazuja aktywno$¢ metaboliczng zarowno w warunkach tle-
nowych, jak i beztlenowych. Jest to tzw. efekt Custera (odwrotny do efektu Pasteura).
Polega na zahamowaniu fermentacji w wyniku wystgpienia warunkéw beztlenowych.
Drozdze Brettanomyces fermentuja glukozg do alkoholu etylowego i kwasu octowego
w warunkach tlenowych. W wyniku zmian warunkow na beztlenowe fermentacja zosta-
je zahamowana. Reakcje mozna jednak przywroci¢ poprzez ponowne dostarczenie tlenu
(CONTERNO i IN. 2006, RODRIGUES 1 IN. 2006).

Problemem pozostaje jednak nadal mniejsza w poréwnaniu z mozliwosciami Aceto-
bacter wydajnos$¢ produkcji kwasu octowego uzyskana w wyniku dzialania Brettano-
myces. Dotychczasowe doniesienia wskazuja na bardzo zréznicowang wydajnos¢ proce-
su, w zakresie od 8 az do 65 g kwasu octowego z 1 dm’, w zaleznosci od specyfiki
szczepu, warunkow hodowli oraz rodzaju zastosowanego zrodla wegla (AGUILAR
USCANGA 1 IN. 2003, AGUILAR USCANGA 1 ESCUDERO ABARCA 2007, CASTRO-MARTI-
NEZ 1 IN. 2005, FREER 2002, FREER i IN. 2003). Otrzymane w warunkach prezentowa-
nych do$wiadczen ilosci kwasu octowego, wynoszace od 6,6 do 11,6 g/dm’, sa porow-
nywalne z rezultatami badan innych grup badawczych. Podczas hodowli prowadzonych
w podobnych warunkach uzyskiwane stgzenia kwasu octowego siegaly od 9 g/dm’
(AGUILAR USCANGA i IN. 2003) do 24 g/dm’ (FREER 2002). Trzeba jednak podkresli¢,
ze wydajno$¢ procesu biosyntezy kwasu octowego jest $ci§le zwigzana ze specyfika
szczepu. FREER (2002) podaje, ze 26 szczepow z 60 badanych w ogoéle nie bylo zdol-
nych do produkcji kwasu octowego na okreslonym poziomie detekcji.

Stwierdzono takze, ze istotny wpltyw na efektywnos$¢ biosyntezy kwasu octowego
przez drozdze Brettanomyces ma zawarto$¢ glukozy w podlozu. AGUILAR USCANGA
i ESCUDERO ABARCA (2007) wykazali, ze optymalne stezenie tego zrodla wegla dla
maksymalizacji produkcji kwasu octowego (13 g/dm’) wynosito 50-60 g/dm®, a w pracy
opublikowanej przez FREER i IN. (2003) — 100 g/dm’. W takich warunkach otrzymano
31,6 g/dm’® kwasu octowego, ale w podlozu pozostata niewykorzystana glukoza. Ten
sam zespot naukowcow wykazal ponadto, ze wsrdd 60 testowanych drozdzy rodzaju
Brettanomyces 28 bylo zdolnych do wytwarzania kwasu octowego w ilo§ciach przekra-
czajacych 5 g/dm’ i tylko pie¢ bylo takich, ktore biosyntetyzowaly go w ilosciach wiek-
szych od 29 g/dm’. Mozna wiec stwierdzié, ze wydajnoéci uzyskane w ramach prezen-
towanych badan znajduja potwierdzenie w wynikach badan innych zespotéw. Rozbiez-
nosci wynikaja ze specyfiki wykorzystywanych szczepéw oraz warunkéw hodowli
i wymagaja dalszych badan nad optymalizacja procesu w celu zwigkszenia jego dyna-
miki i wydajnosci.

Podsumowanie

Stwierdzono zdolnos¢ testowanych szczepow drozdzy B. bruxellensis do biosyntezy
kwasu octowego w drodze fermentacji tlenowej bezposrednio z glukozy. Stwierdzono,
ze regulacja pH podczas hodowli istotnie (p < 0,05) wptywata na wydajno$¢ procesu
biokonwersji glukozy do kwasu octowego. Najwigksza wydajnos¢ procesu odnotowy-
wano po 72 h hodowli z regulacja pH (0,26-0,29 g kwasu octowego z 1 g glukozy).
Prowadzenie hodowli bez regulacji pH spowodowato niekorzystne zmniejszenie warto-
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$ci tego parametru i w konsekwencji 75-procentowa redukcje zywotnosci drozdzy, co
z kolei skutkowato zmniejszeniem $rednio o potowe wydajnosci procesu (0,14-0,18 g
kwasu octowego z 1 g glukozy).
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DYNAMICS AND YIELD OF BIOSYNTHESIS OF ACETIC ACID
BY BRETTANOMYCES BRUXELLENSIS YEAST FROM GLUCOSE

Summary. The yeast of the genus Bretfanomyces is characterised by low nutritional require-
ments, ability for different carbon sources utilization, as well as direct bioconversion of glucose
into acetic acid excluding the ethanol fermentation. Those properties depend on the specific cha-
racter of the tested strain and culture conditions and make the Bretfanomyces yeasts a potentially
alternative to Acetobacter microorganism in the acetic acid production process. The aim of the
performed experiments was to evaluate the growth and metabolism of three B. bruxellensis strains
during aerobic treatment in bioreactor (mixing 250 rpm and aerating 0.7 vvm) at 30°C, with and
without pH regulation (4.0+0.2). The highest acetic acid concentration ranged from 10.9 to 11.6
g/dm® and was achieved during the process performed with pH regulation. No acidity regulation
caused the decrease of pH up to 2.5-3.0, inhibited significantly the activity of Brettanomyces and
reduced the yeast viability in 75%. The concentration of the synthesized acetic acid in this case
was also significantly reduced and ranged from 6.63 to 7.55 g/dm’.

Key words: Brettanomyces bruxellensis, acetic acid, bioreactor

Adres do korespondencji — Corresponding address:
Matgorzata Lasik, Instytut Technologii Zywnosci Pochodzenia Roslinnego, Uniwersytet Przyrodni-
czy w Poznaniu, ul. Wojska Polskiego 31/33, 60-624 Poznan, Poland, e-mail: lasik@up.poznan.pl

Zaakceptowano do druku — Accepted for print:
4.11.2009

Do cytowania — For citation:

Lasik M., Gumienna M., Nowak J., 2009. Ocena dynamiki i wydajnosci procesu produkcji kwasu
octowego z glukozy z uzyciem drozdzy Brettanomyces bruxellensis. Nauka Przyr. Technol. 3, 4,
#142.



